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0 Verfahren zur Immobilisierung von Nukieinsauren. 



@ Verfahren zur Immobilisierung von Nukieinsauren durch Hybridisierung der Nukleinsaure mit einer Fangson- 
de, wobei die Fangsonde gegen enzymatische Verlangerung oder/und enzymatischen Abbau des gebildeten 
Hybrids geschutzt ist. 
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Gegenstand der' Erfindung sind Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsauren, Verfahren zum 
Nachweis von Nukleinsauren unter Einbeziehung dieser Imnrtobiltsierung, Reagenzien zur Durchfuhrung 
dieses Verfahrens und entsprechende Reagenzktts. 

Beim Nachweis von Nukleinsauren unterscheidet man zwischen homogenen und heterogenen Verfah- 

5 rensfuhrungen. Wahrend bei homogenen Verfahren Nachweissonden und nachzuweisende Nukleinsaure 
wahrend der Messung in Losung vorliegen, laufen heterogene Verfahren unter Immobilisierung der 
nachzuweisenden Nukleinsaure ab. Dies kann direkt unter kovalenter Bindung der Nukieinsaure an eine 
teste Phase oder uber Kopplung der Nukleinsaure an einen Partner eines Affinitatspaares und Bindung des 
anderen Partners des Affinitatspaares an eine feste Phase geschehen, 

10 Eine Kopplungsmoglichkeit besteht auch durch Immobilisierung der Nukleinsaure durch Hybridisierung 
mit einer festphasengebundenen, zumindest teilweise zu der nachzuweisenden Nukleinsaure komplementa- 
ren sogenannten Fangsonde. Die Fangsonde kann auf beltebtge Weise an eine feste Phase gebunden sein 
Oder werden. Vorteil des heterogenen Verfahrens ist die einfache Mogltchkeit der Abtrennung markterter 
Reagenzbestandteile von den nachzuweisenden Nukleinsauren. 

/5 Beispiele fur Verfahren, bei denen nachzuweisende Nukleinsauren uber Fangsonden immobilisiert 
werden, sind fur direkte Bindung in EP-A-0 079 139 und fur Bindung uber ein Affinitatspaar in EP-A-0 192 
168 beschrieben. Den dort beschriebenen Verfahrensfuhrungen ist charakteristisch, da3 die nachzuweisen- 
den Nukleinsauren mit einer Nachweissonde, die ebenfalls mit der nachzuweisenden Nukleinsaure hybridis- 
ieren kann, hybridisiert werden und das gebildete Hybrid nach Entfernung uberschussiger Nachweissonde 

20 an der festen Phase uber eine Markierungsgruppe der Nachweissonde nachgewiesen wird. 

Durch den Einzug von targetspezifischen Amplifikationsverfahren in die Nukleinsaurediagnostik wurde 
es moglich, aus ublicherweise selten vorkommenden Nukleinsauren eine groBe Menge von Nukleinsauren 
herzusteiten. Ein solches Verfahren, bei dem auch eine Digoxigenin-Markierungsgruppe in die amplifizierte 
Nukleinsaure eingebaut wird, ist in der WO 92/06216 beschrieben. 

25 Aus PCT/US 92/01735 ist ein Verfahren zur Herstellung von 2'-substituierten Nukleinsauren und deren 
Resistenz gegen Abbau durch Restriktionsenzyme bekannt. Es ist ferner bekannt, da3 3'-Deoxynukleotide 
bei der Sequenzierung von Nukleinsauren als Kettenabbruchreagenzien und zur Verhinderung der Verlan- 
gerung von Nukleinsauren in 3'-Richtung wirken. 

Aufgabe der Erfindung war es, ein besonders einfaches und effizientes Immobilisierungsverfahren zur 

30 Verfugung zu stellen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsauren durch Hybridisie- 
rung der Nukleinsaure mit einer Fangsonde, wobei die Fangsonde gegen enzymatische Veriangerung 
oder/und enzymatischen Abbau des gebildeten DNA-/RNA-Hybrids geschutzt ist. 

Weitere Gegenstande sind ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure unter Immobilisierung nach 

35 diesem Verfahren, sowie dafur geeignete Reagenzien. 

Eine Fangsonde ist eine Nukieinsaure, die mit einer anderen Nukleinsaure hybridisieren kann und die 
entweder immobilisiert Oder immobiiisierbar ist. Immobilisierung ist ein Vorgang der Bindung einer Nuklein- 
saure an eine feste Phase. Sie kann entweder direkt (kovaiente Bindung der Fangsonde an die Oberflache 
der festen Phase) oder indirekt (uber ionische, adsorptive oder biospezifische Bindung) geschehen. 

40 Bevorzugte Fangsonden im Sinne der Erfindung sind immobiiisierbar mit einem Partner eines biospezifi- 
schen Paares markierte Nukleinsauren. Biospezifische Paare sind die Paare Antigen/Antikdrper, Hap- 
ten/Antikorper, Vitamin/Rezeptor, Hormone/Rezeptor und Zucker/Lektin. Bevorzugt sind die Paare Bio- 
tin/Avidin, Biotin/Streptavidin und Hapten/Antikorper. SolchermaCen markierte Nukleinsauren konnen z. B. 
durch chemische Oligonukleotidsynthese mittels entsprechend markierten aktiven Mononukleosidderivaten 

45 Oder durch enzymatische Synthese uber Einbau entsprechend markierter Mononukleosidtriphosphate oder 
chemische Modifizierung schon fertig synthetisierter Nukleinsauren hergestellt werden. 

Enzymatische Veriangerung ist ein Vorgang, der in lebenden Zellen oder davon abgeleiteten Flussigkei- 
ten, die noch aktive Enzyme enthalten, ablauft. Ursache sind Nukleinsauren-veriangernde Enzyme, wie z. B. 
Polymerasen. Diese Veriangerungsreaktionen konnen die Bestimmung von Nukleinsauren in erheblichem 

50 Maf? storen, insbesondere, wenn der Probe zur Durchfuhrung einer Amplifikation entsprechend Enzyme 
zugesetzt wurden. 

Zur Unterdruckung dieser Verlangerungsreaktion wird erfindungsgemaB die Fangsonde gegen Verian- 
gerung geschutzt. Dies kann geschehen durch Anbringen von chemischen Resten, die den sterischen 
Zutritt der Veriangerungsenzyme an das 3' oder 5'-Ende verhindern. Da diese Reste manchmal die 
55 Hybridisierung der Fangsonde mit der zu immobilisierenden Nukleinsaure behindern oder sogar unmoglich 
machen. ist es bevorzugt, die Hydroxylgruppe, an der die Veriangerung stattfinden wurde, durch einen 
inaktiven Rest zu ersetzen. 
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Solche Reste ^ind z. B. Wasserstoff Oder Ci-Cs-Alkyigruppen. bevorzugt ist Wasserstoff. Die damit 
entstandenen Fangsonden enthalten daher am Ende einen 3'- oder 5'-Desoxyribonukleosidrest Oder 2\ 3'- 
Oder 2\ S'-Dideoxy-ribonukleosidrest. Bevorzugt ist das 3'-Ende der Fangsonde geschCitzt. 

Enzymatischer Abbau ist ebenfails ein weitverbrettetes Phanomen in biologischen Probenflussigkeiten. 
5 Ursache sind Endo-, oder Exonukleasen, wie DNAsen und RNAsen. Ebenfails eingeschlossen sind Restrik- 
tionsenzyme. Wenn beispielsweise RNA als zu innnnobilisierende Nukleinsaure verwendet warden soil, so 
wurde diese RNA durch RNAseH abgebaut. sobald ein Hybrid aus DNA als Fangsonde und der RNA 
gebildet wird. Das bedeutet, dal3 ein immobilisierungsverfahren mittels unmodifizierter DNA^Fangsonden 
sehr ineffizient oder gar unmoglich ware. Die vorliegende Erfindung bekampft die Ursache durch Modifizie- 
ro rung der Fangsonde, so daB die genannten Enzynne das Hybrid aus der Fangsonde und nachzuweisender 
Nukleinsaure nicht mehr als Substrat erkennen, 

Als recht wirksam hat es sich erwiesen, Zuckerreste der Fangsonde zu modifizieren, z. B. in 2'-Position. 
Als bevorzugt haben sich fur die immobilisierung von RNA in Anwesenheit von RNAseH die Verbindungen 
erwiesen, bei denen die 2'-Hydroxytgruppe von Desoxyribonukleotiden durch 0-Alkyl oder 0-Alkenylgrup- 
75 pen ersetzt ist. Besonders bevorzugt sind die in WO 91/15499 beschriebenen Verbindungen. 

Erstaunlicherweise konnen Nukleinsauren durch gleichzeitige Vornahnne der beschriebenen Mafinah- 
men effektiv gegen enzymatischen Abbau des RNA/DNA-Hybrids und enzymatische Verlangerung ge- 
schutzt werden. Die Modifizierungen sind so gewahlt. da/3 sich ihre Wirkungen gegenseitig nicht nachteilig 
beeinflussen. 

20 Als Fangsonde eignen sich Oligo- oder Polynukieotide, die auch weiter modifiziert sein konnen, jedoch 
nicht in einer Weise, da3 eine Hybridisierung durch Basenpaarung mit der zu innmobilisierenden Nuklein- 
saure unmoglich gemacht wird. 

Immobilisierte Fangsonden sind Nukleinsauren, die an eine teste Phase gebunden sind. Die Bindung 
kann kovalent durch Ausbiidung chemischer Bindungen oder biospezifisch uber zwei Partner einer biospezi- 
25 fischen Bindung (z. B. Hapten/Antikorper, Vitamin/Rezeptor, bevorzugt Biotin/Streptavtdin) geschehen, 
wobei einer der Partner an die Fangsonde gebunden ist, der andere hingegen an die teste Phase. 

Immobilisierbare Fangsonden sind Nukleinsauren, die noch nicht an eine teste Phase gebunden sind, 
jedoch in oben genannte immobilisierte Fangsonden uberfuhrt werden konnen. Dazu enthalten die immobili- 
sierbaren Fangsonden entweder einen chemisch mit der Festphase reaktiven Rest (z. B. photoaktivierbare 
30 Reste) oder einen Partner einer biospezifischen Bindung. 

Als teste Phase kommen beispielsweise Kuvetten, Mikrotiterplatten oder Partikel (z, B. plastikbeschich- 
tete Magnetpartikel) in Frage. 

Zur erfindungsgema/3en Immobilisierung der Nukleinsauren wird die Fangsonde mit einer Probe, welche 
die zu immobilisterenden Nukleinsauren enthalt, In Kontakt gebracht. Die Hybridisierung findet unter 
35 Bedingungen statt, die von der Lange der beteiligten Nukleinsaure und der Fangsonde abhangen. Der 
Fachmann ist in der Lage, diese Bedingungen durch wenige Versuche, z. B. durch Ermittlung der 
Schmelztemperatur, zu ermittein. Sie werden sich jedoch im allgemeinen nicht von den Bedingungen 
unterscheiden, die fur Nukleinsauren der gleichen (unmodifizierten) Nukleotidsequenz wie die der Fangson- 
de gelten. 

40 Sofern es sich bei der Fangsonde um eine bereits immobilisierte Nukleinsaure handelt, findet gleichzei- 
tig mit der Hybridisierung der Fangsonde mit der Nukleinsaure die immobilisierung der Nukleinsaure statt. 
Falls gewunscht, kann nun das gebiidete Hybrid mit der Festphase von der Flussigkeit, in der die 
Nukleinsaure enthalten war, abgetrennt werden. Das festphasengebundene Hybrid kann anschiie/3end 
gewaschen werden und steht gegebenenfalls fur weitere Reaktionen zur Verfugung. 

45 Handelt es sich bei der Fangsonde um eine immobilisierbare Fangsonde, so wird die das Hybrid 
enthaltende Flussigkeit mit einer Festphase in Kontakt gebracht, welche die Fangsonde immobilisieren 
kann. Die teste Phase enthalt dazu bevorzugt einen Bindungspartner der Gruppe, mit der die Fangsonde 
modifiziert ist. Wie bei immobilisierten Fangsonden konnen anschliefiende Prozesschritte durchgefuhrt 
werden. 

50 Die zu immobilisierende Nukleinsaure kann beliebiger Art und Ursprungs sein. Es kann sich um 
Nukleinsauren handeln, wie sie in naturtichen Proben, z. B. Korperftussigkeiten oder Kulturproben, aber 
auch in durch Prozesschritte aus naturiichen Proben hergestellten Proben vorkommen. Sie konnen daher 
modifiziert oder unmodifiziert sein. Die Modifikationen konnen sich auf die Sequenz, die Lange. oder/und 
auch die chemische Struktur der Nukleinsauren beziehen. Die Nukleinsauren sind in einem bevorzugten 

55 Fail Kopien einer ursprunglich in der Probe enthaltenden Nukleinsaure oder Nukleinsauresequenz. Bei den 
Kopien handelt es sich weiter bevorzugt um Amplifikate, die in einer in-vitro Vermehrungsreaktion eines 
Toils einer ursprungitchen Nukleinsaure entstanden sind. Besonders bevorzugt sind Amplifikate, die durch 
enzymatische Verlangerung von Nukleinsauren an der ursprunglichen Nukleinsaure als Templat gebildet 
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warden, Beispiele fur'solche in-vitro Vermehrungsreaktionen sind die PGR, die LCR oder promotergesteuer- 
te Amplifikationen. 

tn einer weiteren bevorzugten Ausfuhrung sind die Nukleinsauren durch Einbau detektierbarer Gruppen 
modifiziert. Dieser Einbau kann duch Enzynnreaktion Oder chemische Reaktion geschehen. Besonders 

5 bevorzugt ist die Enzynnreaktion, wie sie bei der Ampllfikation wie oben geschildert vorkommt. In diesem 
Fall hat es sich ais besonders zweckmaSig herausgestellt, detektierbar modifizierte Mononukieosidtri- 
phosphate zur Verlangerung einzusetzen. Bevorzugt werden dann nicht eingebaute detektierbare Reste 
abgetrennt. 1st die zu immobilisierende Nukleinsaure detektierbar modifiziert, ist sie naturiich im innmoblli- 
sierten Zustand an der festen Phase auf bekannte Weise nachwetsbar. Etn Nachweisschritt kann sich daher 

70 an das Immobilisierungsverfahren anschlie/3en. Ebenfalis Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum 
Nachweis von Nukleinsauren unter Verwendung des erfindungsgemaBen Immobilisierungsverfahrens mit 
anschlieBendem Nachweis der immobilisierten Hybride. Besonders bevorzugt findet der Nachweis durch 
Bestimmung von detektierbaren Gruppen an der immobiiisierten Nukleinsaure satt. 

Detektierbare Gruppen sind direkt oder indirekt nachweisbare Gruppen. Direkt nachweisbare Gruppen 

75 sind beisplelsweise radioaktive pp)^ farbige, oder fluoreszierende Gruppen oder Metallatome. indirekt 
nachweisbare Gruppen sind beisptelsweise immunologisch oder enzymatisch wirksame Verbindungen, wie 
Antikorper, Antigene, Haptene oder Enzyme oder enzymatisch aktive Teilenzyme. Diese werden in einer 
nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detektiert. Besonders bevorzugt sind Haptene, da nnit ihnen 
markierte Nukleosidtriphosphate im allgemeinen besonders gut als Substrate von Polymerasen etnsetzbar 

20 sind und eine anschiie^ende Reaktion mit einem markierten Antikorper gegen das Hapten oder das 
haptenisierte Nukleosid teicht vorgenommen werden kann. Solche Nukleosidtriphosphate sind beispielswei- 
se Brom-Nukleosidtriphosphate oder Digoxigenin, Digoxin- Oder Fluorescein-gekoppelte Nukleosidtri- 
phosphate. Als besonders geelgnet haben sich die in EP-A-0 324 474 genannten Steroide und deren 
Detektion erwiesen. Fur deren Inkorporation in Nukleinsauren wird hiermit auf die EP-A-0 324 474 

25 verwiesen. 

In einer ersten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird die nachzuweisende Nuklein- 
saure uber eine an sie anhybridisierte Nachweissonde nachgewiesen. Diese Nachweissonde hat eine 
Nukleotidsequenz, die zu einem anderen Tei! der nachzuweisenden Nukleinsaure hybridisieren kann als die 
Fangsonde. Es bildet sich daher ein sogenanntes Sandwichhybrid aus Fangsonde, nachzuweisender 

30 Nukleinsaure und Nachweissonde aus. Die Reihenfolge der Hybridtsierung dieser drei Nukleinsauren ist 
prinzipiell beliebig. Bevorzugt findet die Sandwichbildung im wesentlichen gleichzeitig statt. in einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des Sandwichtests wird die Fangsonde der Probe mit der 
nachzuweisenden Nukleinsaure zugesetzt, dann die nachzuweisende Nukleinsaure oder Teile davon ampHfi- 
ziert und anschliefiend die unter Hybridisierungsbedingungen gebildeten Hybride unter Verwendung einer 

35 Nachweissonde nachgewiesen. Dabei ist es moglich, auch die Nachweissonde entsprechend der Fangson- 
de gegen enzymatische Verlangerung/Abbau zu schutzen und ebenfalis vor oder wahrend der Amplifikation 
zuzusetzen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die nachzuweisende Nukleinsaure in Anwesenheit einer an 
einer festen Phase immobilisierten Fangsonde unter enzymattschem Einbau von detektierbar markierten 

40 Nukleotiden, besonders Mononukleotiden, amplifiziert. Nach eventuetler Abtrennung uberschussiger Mono- 
nukleotide wird die an der festen Phase immobilisierten Nukleinsaure uber die Menge an eingebauten 
detektierbaren Nukleotiden bestimmt. Als besonders bevorzugt als Amplifikation hat sich erfindungsgemaG 
das in EP-A-0 329 822 beschriebene Verfahren erwiesen. Es ist hier von besonderem Vorteil, wenn die 
Fangsonde so modifiziert ist, dafi sie die zu immobilisierende RNA (Transkripte) vor Abbau aus dem 

45 gebildeten Hybrid aus Fangsonde und RNA schutzt. 

Bei Verwendung einer immobilisierbaren Fangsonde gibt es zwei Ausfuhrungsformen. in einer ersten 
wird die nachzuweisende Nukleinsaure in Anwesenheit der immobilisierbaren Fangsonde und detektierbar 
markierten Mononukleotiden amplifiziert. Alie Ampiifikationsverfahren konnen verwendet werden. Bevorzugt 
ist die Polymerase-Ketten-Reaktion 

50 (EP-B-0 201 184) mit Thermocyclen zur Denaturierung zwischen den Cyclen; die Amplifikation kann in 
einem beliebigen GefaG durchgefuhrt werden. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch in ein GefaB 
uberfuhrt, an dessen feste Phase die immobilisierbare Fangsonde immobilisiert werden kann. Oberschussi- 
ge Mononukleotide werden bevorzugt abgetrennt und die Markierung an der festen Phase als MaB fur die 
Anwesenheit der nachzuweisenden Nukleinsaure detektiert. 

55 Bei einer zweiten. bevorzugten Ausfuhrungsform, findet die Amplifikation bereits in einem GefaB statt, 
an dessen Innenwand die immobilisierbare Nukleinsaure gebunden werden kann. Dies hat den Vorteil. daB 
ein Umfullen des Amplifikationsansatzes in ein weiteres GefaB entfallen kann. Im Fall der Durchfiihrung von 
thermocyciisch gefuhrten Amplifikationen, z.B. der PGR oder LOR, ist dazu erfindungsgemaB die Verwen- 
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dung thermostabiler Gefa6e und Beschichtungen erforderlich. 

Sofern das ReaktionsgefaB schon zur Detektion der Hybrids geeignet ist und Oirektmarkierungen 
eingesetzt werden, kann die Reaktionsfuhrung vom Start der Amplifikation bis zum Ende der Detektion ohne 
Zugabe von Reagenzien erfolgen, 

5 Wahrend die bisher bekannten Verfahren unter dem Nachteil iitten, dafi die Reaktionsmischung nach 
der Amplifikation zur Zugabe der Sonden der Unngebung ausgesetzt werden mu/3te (Kontaminationsproble- 
me), so hat die Zugabe der Sonden schon mit den Reagenzien zur Amplifikation den Vorteil, daB erstens 
weniger Pipettierschritte erforderlich sind und zweitens ein Offnen des Reaktionsgefal3es nach der Amplifi- 
kation und Zugabe von Reagenzien (z.B. der Fangsonde) entfailen kann, Besonders vorteilhaft wirkt sich 

10 diese Charakteristisk fur Verfahren mit Direktmarkierungen, die zur Detektion der Markierung nicht die 
Zugabe von Reagenzien erfordern^ aus. Fur diesen Fall, z. B, Eiektrochemilumineszenzmarkierungen, muR 
vom Start der Amplifikation bis zur Messung des analytabhangigen Signals kein Reagenz zugegeben 
werden. Die Zugabe von Reagenzien ist jedoch jederzeit moglich. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauren, die sowoh! gegen enzymatischen Abbau 

T5 von Nukleinsauren in Hybriden aus der Nukleinsaure und komplementaren Nukleinsauren modtfiziert sind, 
als auch vor enzymatischen Verlangerung geschutzt sind und deren Verwendung als Fangsonden zur 
Immobilisierung von Nukleinsauren, Bevorzugt sind diese Nukleinsauren an den zur Wasserstoffbruckenbin- 
dung zu komplementaren Nukleinsauren tahigen Positionen der Nukleobase, insbesondere an den Amino- 
funktionen, nicht gegenuber den naturlichen Nukleobasen verandert. 

20 Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzkit enthaltend einen ersten Behaiter A mit einem 
Enzym zur Verlangerung von Nukleinsauren und einen zweiten Behaiter B mit einer erfindungsgemai^en 
Fangsonde. 

In diesen oder weiteren Behaltern sind bevorzugt alle ferner ubrigen, zur Immobilisierung bzw. 
Amplifikation oder Detektion von Nukleinsauren erforderlichen Reagenzien, wie Puffer, Mononukleosidtri- 
25 phosphate, Markierungsreagenzien etc.) enthalten. 

Besonders bevorzugt enthalt Behaiter B ferner entweder eine detektierbare Nachweissonde, die 
ebenfalls erfindungsgemaR modifiziert ist, oder detektierbare Mononukleosidtriphosphate. AuBerdem kann 
Behaiter A ein Nukleinsauren, insbesondere ein RNA in einem RNA/DNA-Hybrid, abbauendes Enzym 
beinhalten. 

30 Gegenstand der Erfindung sind auQerdem spezielle elektrochemilumineszenzmarkierte Mononukleosid- 
triphosphate. 

Reste, welche elektrochemilumineszente Eigenschaften haben, sind bekannt. Sie werden im folgenden 
Elektrochemilumineszenzgruppe E genannt. Besonders bewahrt als elektrochemilumineszente Bestandteile 
von E haben sich Koordinationskompiexe K mit einem Atomgewicht von mehr als 500 g/mol, bevorzugt 550 
55 bis 2000 g/mot. Als Metallionen sind bevorzugt lonen der Nebengruppen VII und Vill des Periodensystems, 
besonders bevorzugt Ru, Os, Re, ganz besonders bevorzugt ist Ruthenium. 

Als Liganden des Metallions in dem Koordinationskomplex haben sich insbesondere organische 
Liganden bzw. Reste bewahrt, wie z. B. in WO 92/10267 oder EP-A-0 340 605 beschrieben. 

Als organische Liganden sind Kohlenwasserstoffe geeignet, die Atome enthaiten, die Elektronendonoren 
40 fur das entsprechende Metallatom sind, z. B. Stickstoff, Sauerstoff oder Schwefel. Die Elektronendonoren 
sind in geeigneter Weise geometrisch angeordnet so daB eine Komplexbildung mit dem Metailion moglich 
ist. Im Falle von Ruthenium sind Bipyridyireste als Liganden bevorzugt. 

Einer der Liganden hat auBerdem eine Valenz, uber die der Komplex an ein Mononukleosidtriphosphat 
gebunden ist. Bevorzugt befindet sich zwischen dem Koordinationskomplex und den Atomen des Nukleo- 
45 sidtriphosphats eine Abstandsgruppe A. Die Abstandsgruppe besteht bevorzugt aus einer mindestens 3, 
bevorzugt 5 bis 15, besonders bevorzugt 4 bis 10 Atomen langen Atomkette. an welche weitere Reste 
seitlich gebunden sein konnen. Die Atomkette enthalt bevorzugt eine Kohlenwasserstoffkette, die durch 
Heteroatome, z. B. -O-(Sauerstoff) oder die Gruppe-NR^-, bei der N Stickstoff und R^ Wasserstoff oder ein 
Ci-Gs-Alkylrest ist, unterbrochen sein kann. Bevorzugt enthalt die Atomkette mindestens einmal den Bauteil 
50 -(CR^2-CR^2-0)-, in dem R^ Wasserstoff oder ein d-Ce-Alkylrest ist. Die Abstandsgruppe hat bevorzugt ein 
Molekulargewicht von weniger als 1000 g/moL 

Die Elektrochemilumineszenzgruppe E ist bevorzugt kovalent an ein Atom der Nukleobase N des 
Mononukleotids gebunden, 

Bevorzugte Verknupfungsstellen sind 05, 06, 04 bzw. N4 bei Pyrimidinen und 08 bzw. N6 bei Purinen 
55 und 07 bei Deazapurinen. 

Bevorzugt sind Mononukleosidtriphosphate der Forme! I 



P-Z-B-E (I), 



> 
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in der 

P ein Triphosphatrest oder triphosphatanaloger Rest, 
Z ein Zucker oder zuckeranatoger Rest, 
5 B etne Nukleobase oder nukleobasenanaloger Rest und 
E eine Elektrochenniiumineszenzgruppe 
bedeuten. 

Triphosphat, Zucker und Nukleobase sind die in natCirlich vorkonnmenden Mononukleosldtriphosphaten 
enthaltenen Reste. Dazu analoge Reste sind Reste, die durcii Ersatz eines oder mehrerer Atome dieser 
10 Reste erhaltlichen Reste, die dennoch die Eigenschaft der Verbindungen der Formel I, in Nukleinsauren 
eingebaut werden zu konnen, nicht wesentlich beiiindern. 

Triphosphatanaloge sind z. B. Reste, bei denen einer oder nnehrere der Sauerstoffatonr>e durch 
Schwefetatonne ersetzt sind. Zuckeranaloge sind z. B. Reste, bei denen das endocyctische Sauerstoffatom 
durch die Gruppe -CR'^p- ersetzt ist, in der R* Wasserstoff oder eine Ci-Ca-Alkylgruppe ist. Nukleobasen- 
75 analoge sind beispielsweise Deazapurine, bevorzugt 7-Deazapurine. 

Bevorzugte Mononukieosidtriphosphate sind Verbindungen der Formel ia 



la 



OH X 



Wasserstoff Oder die Gruppe OR^ . 
ein Ci-Cg -Atkyirest, Ci-Cg -Alkylenrest Oder Wasserstoff 
ein Purin-, Deazapurin- Oder Pyrimidinrest ist 
eine Abstandsgruppe und 

ein elektrochemilunnineszenter Koordinationskonnplex 

sowie deren Alkali- oder Erdalkalisaize. 

Oberraschenderweise hat es sich gezeigt, daS selbst so groBe Reste wie die beschriebenen Metalikom- 

plexe den Einbau von damit nnarkierten Mononukleosidtriphosphaten durch Enzyme, die den Einbau von 

Mononukleosidtriphosphaten in Nukleinsauren katalysieren, nicht wesentlich storen. Die eingebaute Menge 
45 an markierten Mononukleosidtriphosphaten ist fCir den Nachweis damit markterter Nukleinsauren uber 

Eiektrochemiiumineszenz ausreichend und verglichen mit den Verfahren des Standes der Technik, die mit 

Elektrochemiiumineszenz arbeiten, ist das erfindungsgemafie Verfahren sensitiver. 

Besonders uberraschend ist, daB der dynamische Mefibereich, d. h. das Verhaltnis der bei einer 

bestimmten vorgegebenen Mononukieosidtriphosphatkonzentration obersten quantifizierbaren Menge an zu 
50 bestimmenden Nukleinsauren zu der untersten quantifizierbaren Menge sehr hoch ist. Er kann bis uber 10^ 

liegen. 

Der Einbau der markierten Mononukieosidtriphosphate kann auf verschiedene Weise geschehen. 

Eine Mogiichkeit ist die Verlangerung von an die nachzuweisende Nukleinsaure anhybridtsierten 
Oligonukleotiden, sogenannten Primern. Es wird unter Katalyse durch eine Polymerase, bevorzugt DNA- 
55 Polymerase, an das 3'-Ende des Primers ein Nukleinsaurestuck angehangt. welches im wesentlichen 
komplementar zu dem entsprechenden Stuck der nachzuweisenden Nukleinsaure ist. Dieses Verfahren 
kann unter Verwendung der gebildeten Verlangerungsprodukte cyclisch unter Amplifikation eines Teilstuk- 
kes der anwesenden Nukleinsauren ablaufen. Ein solches Verfahren ist beispielsweise beschrieben in EP-A- 



25 



30 



wobei 
35 X 
R^ 
B 
A 
K 

40 ist 
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0 201 184. 

Eine weitere Moglichkeit ist die Repiikation Oder Transkription von Nukleinsauren, welche ein Origin of 
replication Oder einen Promoter enthalten. In diesem Fall werden die Nukleinsauren nur aus Mononukleoti- 
den aufgebaut, ohne Verlangerung eines Prinners. Beispieie sind aus der WO 91/03573 Oder WO 91/02818 
5 bekannt. 

Fur die Durchfuhrung der Einbaureaktionen wird in der Reaktionsnnischung nnindestens eine Sorte von 
Mononukleotiden ((d)ATP. (d)CTP, (d)GTP oder dTTP/(d)UTP) teiiweise Oder gan2 durcii das elektrochemi- 
iumineszenznnarkierte Mononukleosidtriphosphat ersetzt. Bevorzugt wird eine Mononukleosidtriphosphatart 
(z. B. dUTP) 2u 10 bis 50 % durch das markierte Analog ersetzt (z. B. rutheniumkomplexmarkiertes dUTP). 

10 Die Konzentration des naarkierten Mononukleosidtriphosphats iiegt bevorzugt bei 20 bis 70 uM, besonders 
bevorzugt bei 25 bis 40 uM. Die ubrigen Reaktionsbedingungen fur den Einbau unterscheiden sich nicht 
wesentlich von den in den genannten Dokumenten beschriebenen Reaktionsbedingungen. 

Die elektrochemilumineszenznnarkierten Mononukleosidtriphosphate konnen, je nach Struktur, auf ver- 
schiedene Weise hergestellt werden. 

;5 Soil die Gruppe an der Nukleobase angebracht sein, so kann eine Aminogruppe der naturiichen Basen 
mit einem elektropfiiten Rest, z. B. einer aktivierten Ester-Gruppe der Abstandsgruppe umgesetzt werden. 

Als besonders praktikabei hat es sich jedoch erwiesen, Mononukieosidthphosphate, die bereits an 
einem Atom der Base eine Abstandsgruppe mit einer Aminofunktion aufwetsen, mit einer solchen reaktiven 
Elektrochemilumineszenzverbindung umzusetzen. Ein Beispiei hierfur sind in 5-Position mit einer Alkylami- 

20 nogruppe substituierte Pyrimidine enthaltende Mononukleosidtriphosphate (Proc. Acad. Sci. USA 78, 6633 - 
37 (1991). 

Mit einer reaktiven Gruppe versehene elektrochemilumineszente Verbindungen sind beispielsweise von 
der FIrma IGEN erhaltlich. Die Bildung eines Amids veriauft im wesentlichen unter Bedingungen. die zu 
normaien Amidbildungen aus aktivierten Estern und Aminen analog sind. 
25 In Fig. 1 ist ein Schema eines erfindungsgemal3en Nachweisvertahrens unter Verwendung der PGR als 
Amplifikationsverfahren gezeigt. 

In Fig. 2 ist das erfindungsgemaBe Verfahren am Beispiei der NASBA-Amplifikation gezeigt. 
In FIG. 3 ist das Ergebnis von Bestimmungen von Hpbadw21-DNA gemaf? Erfindung (PGR mit Sonde) 
mit PGR ohne Sonde (dunkle Balken) vergiichen. 
30 in FIG. 4 ist dasselbe fur eine Listeria-Bestimmung mittels NASBA dargestellt (mit Sonde: dunkle 
Balken). 

In FIG. 5 ist das Ergebnis einer Bestimmung von HIV I mittels Eiektrochemilumineszenztabe! in 
Anwesenheit der Fangsonde mit NASBA gezeigt. 

In FIG. 6 ist ein Reaktionsschema zur Ampiifikation und Detektion von Nukleinsauren mittels NASBA 
35 gezeigt, wobei in die Transkripte ein Digoxigenin-markiertes Mononukieosid eingebaut wird. 
In FIG. 7 ist die Struktur von Ru(bpyr)3-/\A-dUTP gezeigt. 
In FIG. 8 ist die Struktur von Ru(bpyr)3-DAD0O-dUTP gezeigt. 

In FIG. 9 ist ein Agarosegel gezeigt. bei dem die Unterschiede im Molekulargewicht der markierten 
Nukleinsauren deutlich werden. 
40 FIG. 10 zeigt den Nachweis von Amplifikaten durch Hybhdisierung mit einer Rutheniummarkierten 
Sonde im Gel, 

FIG. 11 zeigt den EinfluB des Denaturierungstyps auf die ECL-lntensitaten. 

FIG. 12 zeigt die Abhangigkeit der Signalhohe von der Menge an eingesetzten Rutheniummarkierten 
Mononukleotiden, 

45 FIG. 13 zeigt den mengenabhangigen Nachweis von Nukleinsauren beim Einbau von Rutheniumlabeln. 

FIG. 14 zeigt einen Vergleich zwischen verschiedenen Ausfuhrungsformen der Erfindung. Mit den 
senkrecht schraffterten Balken ist die Ausfuhrungsform gemeint, bei der ein zweites Gefa3 verwendet wird, 
welches die Fangsonde spezifisch binden kann, wahrend die quer schraffierten Balken ein mit Ampiifikation 
und Wandbindung in einem einzigen GefaG arbeitendes Beispiei betreffen. Die gepunkteten Baiken 
50 betreffen eine Ausfuhrungsform, bei der das Reaktionsgemisch zur Detektion der bei der Enzymreaktion 
entwickelten Farbe in Losung in ein Detektionsgefafi uberfuhrt wird. 
Die folgenden Beispieie sollen die Erfindung naher erlautern: 
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Beispiel 1 

HBV-Nachweis mit direktem und nachfoigendem Einsatz von Fangsonde 

Als Target fur die Polymerase-Ketten-Reaktion (EP-A-0 200 362) (PGR) wurde Hpbadw2l in 
Konzentrationen von 1 ng bis 100 atg pro Ansatz verwendet. Das PCR-Ansatzvolumen betrug 100 ul. 
Das Ansatzvolumen setzte sich wie folgt zusamnnen: 



den 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



Endkonzentration 


Primer 1 (SEQ. ID. NO. 1) 


200 nM 


Prinner 2 (SEQ. ID. NO. 2) 


200 nM 


dATP (Boehringer Mannheinn) 


200 uM 


dCTP (Boehringer Mannheim) 


200 UM 


dGTP (Boehringer Mannheim) 


200 nM 


dTTP (Boehringer Mannheim) 


175 UM 


dig-11-dUTP (Boehringer Mannheim GmbH, Best. Nr 1093088) 


25 iiM 


PCR-Puffer 


1 X 


Taq-DNA-Polymerase (Perkin Elmer) 


2,5 U 


PCR-Mix 


99 li\ 


Probe 


1 ii\ 


Ansatzvolumen 


loom 



10 X PGR Puffer: 
Primer 1: 



Primer 2: 
Hpbadw 21: 

Biotinylierte Fangsonde; 



Die PCR-Ansatze wurden 
amplifiziert: 3* 93 '0; (V 94 ^C, 
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100 mM Tris/HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl2, 1 mg/mt Gelatine, pH 9,0 
Oligodesoxynukleotid, 18 mer, d (GGAGTGTGGATTCGCACT) (Pos. 2267- 
2284; EMBL, subtyp adw, SEQ. ID. NO. 1) 

Oiigodesoxynukleotid. 18mer, .d{TGAGATCTTCTGCGACGC) (Pos. 2436c- 
2419c, EMBL, Subtypadw. SEQ. ID. NO. 2) 

kionierte HBV-DNA; Nukleotid 29 - 2606 (EMBL) der HBV^d^v-Sequenz 
kioniert in pUGBM20 (Boehringer Mannheim) und linearisiert 
d(AGCCTATAGACGACCAAATGCCCC TAT) 5'-biotinyiiert (SEQ. ID. NO. 3) 
Pos. 2290-2316; EMBL, subtyp adw Lit.; Ono et al. Nud. Acids Res. 11 
(1983). 

in einem Perkin Eimer Thermal Cycler mit folgenden Cyclebedingungen 
r 50-^0, 2* 70'C) X 30; 5^ 95-C, 37'C. 
Die mit Biotin markierte Sonde wurde in einer Konzentration von 100 ng pro Ansatz eingesetzt. Fur den 
Einsatz der Sonde wahrend der PGR wurde sie mit Bio-16-ddUTP (Boehringer Mannheim, Best. Nr. 1427, 
598) am 3' Ende blockiert (Lit: Schmitz, G.G. et al. (1990) Anal. Biochem, 192. 222). 

Die Detektion erfolgte auf mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatten (Boehringer Mannheim 
GmbH, EP-A-0 269 092). 

1. Nachweis der PGR ohne Sonde mit nachfolgender Hybridisierung: 

Nach der Ampltfikation wurden 20 ul einer PCR-Reaktion mit 40 ng Biotin marklerter Fangsonde versetzt, 
fur 5'auf 95 °G erhitzt, auf Eis gekuhit und fur 15 min bei 37 'C inkubiert. Dazu wurden 180 ul 
Hybridisierungspuffer (50 mM Phosphatpuffer, 750 mM NaGI, 75 mM Na-Gitrat, 0,05 % RSA, pH 6,8) 
gegeben, die MIschung in eine Kavitat einer mit Streptavidin (SA) beschichteten Mikrotiterplatte pipettiert 
und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0.9 % NaCI wurden 200 ul 
Konjugatpuffer 100 mM Tris x HCI, 0,9 % NaC), 1 % RSA, pH 7,5 mit 0,2 U/ml Anti-Digoxigenin-POD 
(Boehringer Mannheim) hinzupipettiert und 20 min bei 37 'G inkubiert. Nach erneutem dreimaligem 
Waschen wurde mit 200 ul ABTS (1,9 mmol/1) detektiert und die Extinktion bei Hg 405 nm gemessen. 

2. Nachweis der PGR mit direktem Einsatz der Sonde schon wahrend den PGR (erfindungsgemaB): 
Die Ampltfikation wurde in Gegenwart von 100 ng Fangsonde durchgefuhrt. 

Nach der Ampliftkation wurden 20 ul einer PGR-Reaktion direkt mit 180 ul Hybridisierungspuffer 
versetzt und wie unter 1 . beschrieben behandelt. 
Die Ergebnisse sind in Fig. 3 dargesteilt. 
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Betspiel 2 

Promotergesteuerte Amplifikation mit und ohne direktem Einsatz einer Sonde (NASBA) 

5 Als Analyt wurde isolierte chromosomale DNA von Listeria nnonocytogenes (siehe auch WO 90/08197) 
in Kon^entrationen von 50 ng bis 5 fg pro Ansatz verwendet. NASBA ist beschrieben in EP-A- 0 329 822. 

NASBA vorgesclialtet ist eine Reaktion zur Umwandlung der doppelstrangtgen Analyt-DNA In Einzef- 
strang-DNA mit der Ty-RNA-Polymerase Pronnotorsequenz (PreNASBA). Diese wird im Normalfal! nnit 
Sequenase® durchgefiihrt. Im Prinzip ist aber jede DNA-Polymerase geeignet. 



1 PreNASBA-(Vorreaktion) 


Endkonzentration in PreNASBA 


10 X NASBA-Puffer 


1 X 


Primer 3 


0.2 uM 


dATP (Pharmacia) 


1 mM 


dCTP (Pharmacia) 


1 mM 


dGTP (Pharmacia) 


1 mM 


dTTP (Pharmacia) 


1 mM 


ATP (Pharmacia) 


2 mM 


OTP (Pharmacia) 


2 mM 


GTP (Pharmacia) 


2mM 


UTP (Pharmacia) 


2 mM 


digll-UTP {Boehringer Mannheim) Best. Nr. 1209256) 


10-20 a M 


+ Target DNA 




PreNASBA-Mix 


20 ul 



Dieser Ansatz wurde 5 Minuten auf 95 * C erhitzt und auf Eis gekuhlt. 

Er wurde auf 10 mM Dithiothreitol (DTT) gebracht und mit 13 U T? -DNA-Polymerase (Sequenase®, 
United States Biochemicals) versetzt. Es foigte eine 15minutige Inkubation bei 37 "C. Danach wurde erneut 
auf 95 * C erhitzt und wieder auf Eis gekuhlt. 

IIA NASBA Amplifikation: Reaktionsfuhrung 1 

a) Reaktionszusammensetzung . 

Das NASBA-Ansatzvolumen betrug 25 ul (23 ul NASBA-Mix + 2 ul PreNASBA-Mix, aus Beispiel 2, Teil 

I). 
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Reagenz 


Endkonzentration in NASBA 




lU A iNAoDA-rUrTer 


1 X 




U I 1 


in mM 

1 U 1 1 MVI 


5 


H ATD 

OA 1 r 


1 mM 




ciCTP 


1 mM 






1 mM 




rITTP 


1 mM 




ATP 

r\ 1 1 


2 mM 


W 


PTP 


2 mM 




O I r 


9 mM 

^ lillVI 




I ITD 


2 mM 




CilQU 1 r 






RNase Inhibitor (Firma Boehringer Mannheim) 




IS 


T7-RNA-Polymerase (Firnna Boehringer Mannheim) 


csu u 




AMV-RT (Firma Boehringer Mannheim) 


4U 




RNaseH (Firma Boehringer Mannheim) 


1 U 




Primer 3 


0,2 uM 




Primer 4 


0,2 uM 


20 


DMSO 


15 % 






23 Ui 




+ Produkt aus PreNASBA 


2 U! 






25 Ul 



10 X NASBA Puffer: 400 nM Tris/HCl, 500 mM KC!, 120 mM MgCb, pH 8,5 

Primer 3: d( AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACG CGCTTTACCTGCTT 

CGGCGATT), SEQ. ID. NO. 4 Pill-Region (Pos. 35-56). Der unterstrichene Teii 

ist die T7-RNA-Polymerase Promotorsequenz. 
Primer 4: d(GTAATGATGCGAAACCGCTCA), SEQ. ID. NO. 5 Plil-Region (Pos. 196c-216c) 

Die NASBA-Amplifikation wurde fur 1,5-2 Stunden bei 40 durchgefuhrt. 

b) Hybridisierung 

Nach der Amplifikation wurde der NASBA-Ansatz mit 200 ng biotinylierter Sonde versetzt, fur 5 min auf 
95 erhitzt und auf Eis gekuhlt. Es,folgte eine halbstundige Inkubation bei 37 'C. 

Sonde: d(CGTTTTACTTCTTGGACGG). SEQ. ID, NO. 6 Biotinytiert am 5' Ende mit Biotinamidit 
(Applied Biosystems) PIK-Region (Pos. 162c-l8Dc) 

c) Nachweis in Mikrotiterplatten 

Zu 5 ul des Hybridisierungsansatzes wurden 195 ui Hybridisierungspuffer (50 mM Phosphatpuffer, 750 
mM NACl, 75 mM Na-Citrat, 0,05 % RSA, pH 6,8) gegeben, die Mischung in eine Kavitat einer 
Mikrotiterplatte ptpettiert und eine weitere Stunde bei 37 'C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,9 
% NaCl-Losung wurde mit 200 ul 0,2 U/mt Anti-Digoxigenin-POD (Boehringer Mannheim) in Konjugatpuffer 
(100 mM Tris-HCI, 0,9 % NaCI, 1 % RSA, pH 7.5) fur 20 min bei 37 °G inkubiert. Nach weiteren dreimal 
Waschen wurden 200 ul ABTS (Boehringer Mannheim) (1 ,9 mmol/l) zugegeben. und die Exttnktion bei Hg 
405 nm gemessen. 

MB NASBA Amplifikation: Reaktionsfiihrung 2 

a) Reaktionszusammensetzung 

Die Zusammensetzung der NASBA-Reaktion entsprach HA. Zusatzlich wurde die Fangsonde in eIner 
Konzentration von 140 ng pro Ansatz direkt wahrend der Amplifikation eingesetzt. 

Fur den direkten Einsatz der Fangsonde wahrend der NASBA-Reaktion wurde ein 2'-0-Allylhbootigonu- 
cleotid verwendet, das am 5'Ende mittels Biotin (Biotinamidit von Applied Biosystems Inc.) markiert und am 
3' Ende mit einem hydrophilen Aminolinker blockiert ist. Ein 2'-0-Attyl-modifiziertes Oligoribonucleotid 
wurde als Sonde aewahlt, da dieser "RNA-Strana" in RNA/'DNA-Hybriden von RNAseH nicht abgebaut wird 
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(Lit.: Inoue, H et al. (1987) FEBS Lett. 215, 327-330). Das 3'-Ende des Oligonucleotids wurde blockiert, 
damit es nicht zu einer unspezifischen Verlangerung bei der Polymerase-Reaktion kommt. 
Sequenz: 5'-Biottn-CGU UUU ACU UCU UGG ACC G-3^-Block (SEQ. ID. NO, 7) 
C= 2'-0-Allyicytidin 
5 G= 2'-0-AllyIguanosin 

A= 2'-0-Al!yladenosin 
U= 2'-0-Aliyluridin 

3'-B!ock: 

w 

Ht C O 

I II 

3'-0-CH2-C-CH-C-NH-(CH2 )2-0-{CH2 )2-0-(CH2 ) 2 '^^2 

IS I j 

H3C OH 

20 Die Synthese dieser Fangsonde erfotgte mit 2'-0-Allyinucleosidphosphoramiditen von Boeinringer Mannheim 
Biochemica nach dem Protokoll von Iribarren et al. (Lit.: Iribarren, A.M. et aL (1990) PNAS 87, 7747-7751) 
auf einem Oligonucleotid-Synthesizer der Firnna Pharmacia (Gene Assembler). 

b) Hybndisierung 

25 

entfallt 

c) MTP-Nachweis 

30 Es wurde wie unter Ic beschrieben mit 5 u\ NASBA-Ansatz vorgegangen. 
Die Ergebnisse sind in Fig. 4 dargestellt. 

Beispiel 3 



35 Nachweis von HlV-1 d urch NASBA 

Im nachfolgenden Beispiel wurde HIV-1 mittels des Amplifikationssystems NASBA (EP-A-0 329 822) 
nachgewiesen. NASBA wurde in Gegenwart der mit Biotin markierten Fangsonde durchgefuhrt und das 
Amplifikat direkt durch den eingebauten Label (mit Ruthenium markiertes UTP) nachgewiesen. 

40 Es wurden HIV-positive Seren von Patienten mit AIDS Oder ARC (AIDS related complex) untersucht. Die 
RNA wurde analog der Guantdinium Hot Phenol-Methode nach Maniatis et aL [Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, NY) 194-195. 1982] isoliert und die RNA- 
Losungen in 10 u!-Aliquots bei -70 'G gelagert. Die RNA-Losungen wurden vor der NASBA-Reaktion 1:10. 
1:100, 1:1000, 1:10000 verdunnt und 2 ul in die NASBA-Reaktion eingesetzt. 

45 NASBA-Reaktion und deren Zusammensetzung: s. Beispiel 2 lib: Statt digllTP wurde 30 uM Ruthenium 
markiertes UTP eingesetzt ( = Ru(bpyr)3-AA-UTP) (Synthese siehe Beispiel 4). 
Verwendete Primer und Sonde: 

OT 188: AATTCTAATACGACTCACTATAGGG CCTGGCTTTAATTTTACTGGTA P1 (SEQ. ID. NO. 8) 
OT 42: AGAGGAGCAGATGATACAGTATTAG P2 (SEQ. ID. NO. 9) 
50 OT 15: 5'-Bio-UGGAAGAAAUCUGUUGACUCAGAUUGGUUGC-Block-3' Probe (SEQ. ID. NO. 10) 
Der unterstrichene Tell der Sequenz OT 188 entspricht dem T7-RNA-Poiymerase Promotor. 

Bei Oligonucleotid OT 15 handelt es sich wieder um ein 2'-0-Ailylriboolfgonucleotid, das am 3' Ende 
blockiert (s. Beispiel 2 IIB) und am 5' Ende biotinyliert ist. 
Lit.: Kievits, T. et al. (1991) J. of Virol. Methods 273-286. 
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Nachweis der Amplffikate 

Nach der Reaktion wurden 5 ul NASBA-Ansatz mit 10 ug (2 x 10^ beads) Magnetic beads (Dynabeads^ 
M-280, Streptavidin, Dynal) in 20 ul Phosplnatpuffer (62 mM Na-Plnosphat. 0,94 M NaCI, 94 mM Na-Citrat, 

5 pH 7) versetzt und 30 Minuten bei 37 *C inkubiert, AnschlieBend wurden die Beads mit Hilfe eines 
Magneten am Boden des Probencups abgeschieden und zweimai mit je 100 ul Phosphatpuffer gewasclien. 
Danach wurden die Beads in 100 ai des soeben genannten Phosphatpuffers suspendiert und 250 ul ECL- 
Assay-Puffer (0,2 M KHa PO-t, 0,05 M NaCI, 0.1 M Tripropyiamin, pH 7,5; Lit: J.K. Leiand et aL J. 
Electrochem. Soc. 1990, 137, 3127-33) zugefugt. Gemessen wurde auf einem ECL- Analyser (Origen 1.0; 

10 Igen Inc.) bei einer Photomultipiierspannung von 940 V, Die Messzelt betrug 2 Sekunden bei einer Rampe 
von 2 V pro Sekunde. Der gesamte MelBzyklus pro Probe betrug 2 Minuten. 
Das Ergebnis ist in Fig. 5 dargestellt. 

Beispiei 4 

Synthese von Ru(bpyr)3-AA-UTP 

Origen^ label (Igen Inc) = [4-(N-succinimidyloxycarbonylpropyl)-4'-methyI-2,2'-bipyridine-bis(2,2'-bipyri- 
dine)]-ruthenium (il)-dihexafluorophosphate 
20 AA-UTP = 5-(3-Aminoallyl)-Uridinetriphosphat wurde analog Langer et al. [Proc. Natt. Acad. SCI. USA, 78, 
6633-37. 1981] hergesteflt. 
DMSO = Dtmethylsulfoxid 

5.5 mg (0,01 mMol) AA-UTP (Lithium-Salz) wurden in 2 mt 0,1 M Natriumborat-Puffer (pH 8,5) gelost. Dazu 
gab man eine Losung aus 15,8 mg (0,015 mMol) des Origen® labels in 1,5 ml DMSO und Ile3 uber Nacht 

25 bei Raumtemperatur ruhren. AnschiieBend wurde das Produkt Ru (bpyr)3 -AA-UTP durch lonenaustausch- 
chromatographie gereintgt (Sephadex DEAE. Cl-Form; Gradient; 0-0, 4M LiCI). Ausbeute: 7 mg (46 % 
d.Th.) 

Beispiei 5: 

30 

Synthese von Ru(bpyr)3-AA-dUTP und Ru(bpyr)3-DAD0Q-dUTP 

5'(3-Aminoa!lyl)-dUTP (= AAdUTP) wurde analog Langer et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 6633-37, 
1981 hergestellt, DADOO-dUTP durch Umsetzung von 5-Mercury-dUTP mit N-Altyl-N'-(8-amino-3, 5-dioxa- 
35 octy!)harnstoff. 

Synthese von Ru(bpyr)3-AA-dUTP (FIG 7): 
3,2 mg AAdUTP wurden in 0,1 M Natriumboratpuffer gelost und uber Nacht bei RT mit einer Losung aus 

5.6 mg des Origen® labels in 560 ul DMSO geruhrt. 

Die Umsetzung wurde mittels Dunnschichtchromatographie und Papierelektrophorese verfoigt und das 
40 Produkt anschlieBend durch ionenaustauschchromatographie gereinigt. 
Ausbeute: 3,8 mg (48 % d.Th.) 
[M + Hf: 1180.1 
Synthese von Ru(bpyr)3 -DAOOO-dUTP (FIG 8): 

a) Synthese von N-Allyl-N*-(B-amino-3,5-dioxaoctyl)harnstoff 

45 15 g (0.1 mol) Diaminodioxaoctan (Merck) werden in 500 mi Diisopropyiether auf -40 'C gekuhlt. Dazu 
tropft man tangsam 5,5 g (0.06 mol) Allylisocyanat (Fluka). Nach 30 min Ruhren bei -40 °C laBt man den 
Ansatz auf RT kommen und entfernt Diisopropyiether durch Destination. Der Ruckstand wird 1 h mit 600 
ml Essigester ausgeriihrt, der Niederschlag abfiltriert und dreimal mit Essigester nachgewaschen. Die 
vereinigten Essigesterfraktionen werden konzentriert und das Produkt mittels Fiash-Chromatographie mit 

50 einem Losungsmitteigradient aus Essigester/methanol = 9:1 bis 8:2 gereinigt. 
Ausbeute: 4,5 g (29 % d.Th.) farblose Ffussigkeit. 

b) Umsetzung mit 5-Mercury-dUTP 

5-Mercury-dUTP (= HgdUTP) wurde nach Bergstrom et al., J Carbohydr., Nucleosides, Nucleotides 4, 
257 (1977) hergestellt. 

55 370 mg (0.54 mmol) HgdUTP und 113 mg K2PdCl4 werden in 20 ml Natriumacetatpuffer (ph = 5) 

gelost. Dazu tropft man 0.5 g (2.16 mmol) N-Anyl-N'-(8-amino-3,5-dioxaoctyl)harnstoff und lafit iiber 
Nacht bei RT ruhren. Der Niederschlag wird abfiltriert, das Filtrat eingeengt und durch Ionenaustausch- 
chromatographie (DEAE-Sephadex-CL-Form) mit einem Puffergradienten von 0 bis 0,3 M LiCl gereinigt. 
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AnschlieBend wird das Produkt zweimal aus Aceto/etanoi = 2:1 gefallt, der Niederschlag abfiltriert, 
gewaschen und getrocknet. Man erhalt 60 mg (15,7 % d.Th.) DADOO-dUTP. 

c) Die Synthese erfolgte analog zur DarsteKung von Ru(bpyr)3-AA-dUTP durch Umsetzung von DADOO- 
dUTP mit denn Origen® label. 

Beispiel 6 

PCR-Ampiifikation und Markierung von HBV-DNA mit Ru(bpyr)3-AA-dUTP und Ru(bpyr)3 -DADOO-dUTP 

Amplifiziert wurde jeweils 1 ng Hpbadw21, das PCR-Ansatzvolumen betrug 100 ul (80 ul PGR-Mix, 20 
u) Probe). 

Der PGR-Mix setzte sich wie folgt zusanrtmen: 



Reagenz Oder Probe 


Konzentration der Vorratslosung 


Endkonzentration in der PGR 


Hpbadw21 1 




ng/100 ul 


Primer 1 


5 UM 


200 nM 


Primer 2 


5UM 


200 nM 


dATP (Li-Safz) 


4 mM 


200 uM 


dCTP (Li-Sal2) 


4 mM 


200 uM 


dGTP (Li-Sal2) 


4 mM 


200 uM 


dTTP (Li-Sal2) 


4 mM 


133uM - 200 uM 


Ru(bpy)3-AA-dUTP 


700 uM 


66 HM - 0.01 uM 


Oder 






Ru(bpy)3- DADOO-dUTP 


300 ixM 


66 uM - 0.01 uM 


PCR-Puffer 


10 X 


1 X 


Taq-Potymerase 


5 U/ul 


2,5 U 



10 X PCR-Puffer: 100 mM Tris/HGI, 500 mM KCI, 15 mM MgCb, 100 mg/ml Gelatine, pH 9,0 

Primer 1: Oiigodesoxynucleotid, 18 mer, d(6GAGTGTGGATTCGCACT) SEQ. ID. NO. 1 (Pos. 

2267-2284; EMBL, subtyp adw) 
Primer 2: Oiigodesoxynucleotid, 18 mer, d(TGAGATCTTCTGGGAGGC) SEQ. ID. NO. 2 (Pos. 

2436c-2419c; EMBL; subtyp adw) 
Hpbadw 21: adw 21 cloniert in pUC BM 20 (Boehringer Mannheim) und linearisiert 

Die PCR-Ansatze wurden in einem Perkin Elmer Thermal Cycler mit 30 Cyclen von 60 sec bei 94 60 
sec bei 50 "C und 120 sec bei 70 'C amplifiziert. 

Die Konzentration von Ru(bpyr)3-AA-dUTP und Ru(bpyr)3-DAD00-dUTP wurde von 66 uM. 30 uM, 10 
uM, 1 uM, 0.1 uM bis 0.01 uM varliert. die Konzentration an dTTP entsprechend heraufgesetzt, so dafl die 
Gesamtkonzentration an Ru(bpyr)3dUTP/dTTP im Amplifikationsansatz 200 uM betrug. 

Als Vergleich wurde der gleiche PCR-Ansatz unter Einbau verschiedener Konzentrationen von Digoxige- 
nin-11-dUTP (Boehringer Mannheim, Best. Nr. 1093 088) sowie etn PCR-Ansatz ohne Einbau von modifi- 
zierten Nukleotiden durchgefuhrt. 



No. 


dTTP uM 


Ru(bpyr)3 dUTP (short) uM 


No. 


dTTP uM 


Ru(bpyr)3 dUTP (long) uM 


No. 


1 


133 


66 


1/1 


133 


66 


1/2 


2 


170 


30 


2/1 


170 


30 


2/2 


3 


190 


10 


3/1 


190 


10 


3/2 


4 


199 


1 


4/1 


199 


1 


4/2 


5 


200 


0.1 


5/1 


200 


0.1 


5/2 


6 


200 


0.01 


6/1 


200 


0.01 


6/2 



I 
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No. 


dTTP uM 


DigdUTP uM 


No. 


dTTP uM 


1 


133 


66 


1/3 


133 


2 


170 


30 


2/3 


170 


3 


190 


10 


3/3 


190 


4 


199 


1 


4/3 


200 


5 


200 


0.1 






6 


200 


0.01 







IS 



20 



25 



Bahn 


Ansatz No. 


Bahn 


Ansatz No. 


1 


1 


XIII 


4 


II 


1/1 


XIV 


4/1 


III 


1/2 


XV 


4/2 


IV 


1/3 


XVI 


4/3 


V 


2 


XVIi 


5 


VI 


2/1 


XVIII 


5/1 


Vlt 


2/2 


IXX 


5/2 


Vllt 


2/3 


XX 


6 


IX 


3 


XXI 


6/1 


X 


3/1 


XXII 


6/2 


XI 


3/2 






XII 


3/3 







Jeweils 10 ul der verschiedenen PCR-Ansatze warden auf ein 1%(ges Agarosegel aufgetragen und die 
Amplifikate durch Anfarben mit Ethidiumbronnid sichtbar gemacht (FIG 9). Das Amplifikationsprodukt mit 
eingebautem Ru(bpyr)3-DAD00-dUTP (= langer Spacer) hat aufgrund des hoheren Molekutargewichtes 
30 gegenuber dem entsprechend mit Ru(bpyr)3-AA-dUTP (= kurzer Spacer) nnarkierten Produktes eine 
geringere Wanderungsgeschwindigkeit im Gel. Dies ist jedoch nur bei den hoheren Konzentrationen an 
modifiziertem Nukteotid zu beobachten, da entsprechend mehr Label wahrend der Amplifikationsreaktion 
eingebaut werden kann und sich das Moiekulargewicht gegenuber dem unmodifizierten Amplifikat erheblich 
vergroBert, 

35 

Beispiei 7 

Fiiterhybridisierung mit biotinylierter Qligonukieotidsonde 

40 Biotinytierte Fangsonde: 

d(AGA CCA CCA AAT GCC CCT AT) SEQ. ID. NO. 11 biotinyiiert mit Biotinamidit (Applied Biosystems), 
entspricht der Pes. 2297-2316 der HBVad^-Sequenz; EMBL-Sequenzdatenbank, Lit.: Ono et al.. Nucl. Acids 
Res. 11 (1983) 1747-1757. 

10 ul der PCR-Ansatze 1 - 6, 1/1 - 6/1 und 1/3 - 2/3 wurden auf ein l%iges Agarosegel aufgetragen, 

45 anschlie3end auf eine Nylonmembran gebiottet und mit je 100 ng der oben beschriebenen biotinylierten 
Qligonukieotidsonde bei 45 °C analog Ch. Kessler et al. "Non-radioactive labelling and detection of nucleic 
acids", Biol. Chem. Hoppe-Seyier, 1980, 371^, 917-927, Liber Nacht hybridisiert. Biotin wurde mit einem 
Konjugat aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase (Boehringer Mannheim. Best. Nr. 1093 266). NBT/X- 
Phosphat (Boehringer Mannheim, Best. Nr. 1383 213 und 760 986) nachgewiesen. Wie FIG 10 zeigt, konnte 

50 bei alien PCR-Ansatzen das gewunschte Amplifikat duch Hybridisierung mit einer fur das Amplifikationspro- 
dukt spezifischen Qligonukieotidsonde nachgewiesen werden. 

Beispiei 8 

55 Hybridisierung und Detektion 

4.1 "Zwei-Schritt- Assay" 

10 ul der Ansatze 1,4 und 6 sowie 1/1, 4/1 und 6/1 wurden 1 : 10 mit 0.05 M NaOH verdunnt. 100 ul 



I 
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dieses Ansatzes warden nach 5 min mit 400 ul Hybridisierungspuffer (62,5 mM Na-Phosphat, 0,94 M 
NaCI, 94 mM Na-Citrat, pH = 6,5), der bereits die biotinylierte Oligonukleotidsonde in einer Konzentra- 
tion von 94 ng/ml enthalt, neutralisiert. Parallel dazu erfoigte eine thermische Denaturierung der PGR- 
Ansatze 1, 4 und 6 sowie 1/1, 4/1 und 6/1 durch 2 min Erhitzen auf 100 'C und anschlie/3end Abkuhlen 

5 der Probe auf Eis. Nach 1 h Hybridisierung bei 37 *C gab man 50 ul einer Suspension von Streptavidin 
besciiichteten Magnetpartikel (Dynabeads® M-280, Streptavidin, Dynal) in Hybridisierungspuffer (Kon- 
zentration 600 ug/ml) zu und inkubierte nochmals fur 1 h bei 37 "C, Mit Htlfe eines Magneten wurden die 
Magnetbeads am Boden des Probencups abgeschieden und die uberstehende Losung abgegossen und 
die Beads nochmal 2 mit je 500 ul Phosphatpuffer (50 mM Na-Phosphat, pH = 7.4) gewaschen. Zuietzt 

w wurden die Beads in 200 ul Phosphatpuffer suspendiert, 500 a\ ECL-Assay-Puffer (siehe Blackburn et 
al., 1991, Clin, Chem. 37, 1534-1539) zugefugt und auf einem ECL-Analyzer (Origen 1.0®, IGEN, 
Rockvilie, USA) gemessen. Gemessen wurde bei einer Photomultiplierspannung von 940 V, Die MeBzeit 
betrug 2 sek bei einer Rampe von 2 V pro Sekunde. Der gesamte MeBzyclus pro Probe betrug 2 
Minuten. 

;5 FIG 11 zeigt die gemessenen ECL-Peakintensitaten in Abhangigkeit unterschiedlicher Konzentratio- 

nen von Ru(bpyr)3-AA-dUTP und Ru(bpyr)3-DAD00-dUTP im Amplifikationsansatz, 
4.2 "Ein-Schritt- Assay" 

Bei dieser zweiten und einfacheren Testfuhrung wurde die Denaturierung des PCR-Ansatzes und 
Hybridisierung mit der biotinylierten Fangsonde analog dem oben beschriebenen Zwei-Schritt-Assay 
20 durchgefuhrt. Nach 2 h Hybridisierung bei 37 " C wurden wiederum 50 ui Magnetbeads zupipettiert und 
dann jedoch ohne "bound-free"-Trennung direkt im ECL-Analyzer gemessen. Als Leerwert wurde jeweils 
die entsprechende Konzentratlon an Ru(bpyr)3-AA-dUTP in Hybridisierungspuffer gemessen. 

Die Photomuitiplierspannung betrug 800 V, ansonsten wurden analoge MeBbedingungen wie oben 
beschrieben verwendet. 

25 FIG 12 zeigt wiederum die gemessenen ECL-Peakintensitaten in Abhangigkeit unterschiedlicher 

Konzentrationen von Ru(bpyr)3-AA-dUTP und Ru(bpyr)3-DAD00-dUTP im Amplifikationsansatz. 

Betspiel 9 

30 Nachweis von HBV-Plasmid-DNA 

Als Target wurde wiederum Hpbadw 21 mit folgenden Konzentrationen verwendet: 1 ng; 10 pg; 100 fg; 
1 fg; 200 ag. Die Amplifikatton erfoigte analog den in Beispiel 2 beschriebenen Bedingungen, einmal unter 
Verwendung von 10 uM Ru(bpyr)3-AA-dUTP/190 Ul dTTP und einmal unter Verwendung von 30 uM Ru- 
35 (bpyr)3-AAdUTP/170 ul dTTP Endkonzentration in der PGR. Das Amplifikationsprodukt wurde, wie unter 4,2 
beschrieben, nach Hybridisierung mit der biotinylierten Fangsonde (Seq. Id. Nr. 3) und Bindung an SA- 
Magnetbeads in der "Einschritt- Testfuhrung" ohne "bound- free"-Trennung im Origen®-1 .0-Analyzer ge- 
messen. Die Photomultiplierspannung betrug 900 V, die ubrigen Bedingungen waren wie in Beispiel 4.1 
beschrieben. 

40 FIG 13 zeigt die gemessenen ECL-Peakintensitaten in Abhangigkeit der unterschiedlichen Targetkon- 
zentrationen. 

Beispiel 10 

45 HBV-Nachweis mit direktem Einsatz der Fangsonde wahrend der PGR in mit thermostabilem SA-beschich- 
teten Mikrotiterplatten 

Der PCR-Ansatz wird wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. Nur das Ansatzvolumen wurde auf 50 
ul reduziert und mit 30 ul Sigma Mineraiol (Sigma Mineral oil, tight white oil M-3516) uberschichtet. Die 

50 verwendeten Primer, biotinylierte Fangsonde II und das Template sowie dessen Konzentrationen sind 
identisch. Die PGR wurde in Techne-MT-Platten (Best.nr.; 140800), die zuvor mit thermostabilem Streptavi- 
din (SA) beschichtet wurden, durchgefuhrt Ampltfiziert wurde in einem Techne-Cycler Typ MW-2. Die 
Cyclebedtngungen waren die gieichen wie in Beispiel 1 beschrieben. Der Ansatz wurde nach der PGR 30 
min bei 37 *G stehen gelassen. Dann wurde dreimai gewaschen (s. Beispiel 1) und die Platte mit 100 ui 

55 Konjugatpuffer (s. Beispiel 1) pro well inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen erfoigte die 
Umsetzung mit 100 ul. ABTS Losung (s. Beispiel 1), Die gemessene Extinktion ist in FIG. 14 als jeweils der 
rechte Batken (SA-MTP PGR) fur verschiedene Konzentrationen gezeigt. 
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Beispiel 11 

HBV-Nachweis mit direktem Einsatz der Fangsonde wahrend der PGR in mit thermostabilem SA-beschich- 
teten Tubes (Cups) 

5 

Verwendet wurden 0.5 ml Perkin-Eimer Cups (Best.nr.: N801.0537) fur den PCR-Cycler 9600, die 
genaafi EP-B-0 331 127 innen mit thernnostabiiem Streptavidin beschichtet worden waren. Der Ansatz wurde 
wie in Beispiel 10 durchgefuhrt. Das Ansatzvolunnen betrug jedoch 100 ui und die PCR wurde wegen des 
beheizbaren Deckels des Cyclers 9600 nicht mit 01 uberschichtet. Konjugatpuffer und ABTS wurden je 200 
10 ui pro Cup zugesetzt. Nach 15 minutiger Inkubation mit ABTS wurde der Ansatz in eine Nunc-Platte 
(Best. nr.: 838713) uberfuhrt und im Reader vermessen. Die gemessenen Extlnktionen sind in FIG. 14 
(mittterer Balken) gezeigt. 

Beispiel 12 

15 

Beschichtung der Techne-Platten und der EP-Cups mit thermostabilem Streptavidin 
Die Beschichtungen wurden nach EP-B-0 331 127 vorgenommen. 



55 
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SEQUENZPROrOKOLL 



(1) AIUGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim Qnnffl 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 6800 

(ii) ANMELDETITEL: Verfahren 2ur Immobilisienang von 
Nukle insaeur en 

(iii) ANZAHL DER SBQUENZEN: 11 

(iv) CC^IPOTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) CXDMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SBQ ID NO: 1: 

(i) SBQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLDGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUIS: cDNS 
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(xi) SBQUENZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 1: 
GGAGICTGGA TTOGCACT 
(2) INFORMATION 2XJ SBQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTEEUSTIKA: 

(A) lANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGPORM: Einzel 

(D) TOPODOGIE: linear 

(ii) APT DES MOLEKULS; cDNS 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SFQ ID NO: 2 
TGAGATCrrC TGC3GACGC 
(2) INFORMATION ZU SBQ ID NO: 3: 

(i) SBQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGPORM: Einzel 

(D) TOPODOGIE: linear 

(ii) ART DES ^DLEKtjLS: cDNS 
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(xi) SBQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
AGCCTAIAGA CCACCAAATG CCCCTAT 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) lANGE: 52 Basenpaare 

(B) APT: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(xi) SBXJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
AMTCTAATA OGACTCACTA TAGGGAGAOG CGCnTACCT GCTICGGCGA 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUEKZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES ^DLEKLjLS: cDNS 
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(xi) SEQU^NZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 5 
GTJiJVrcATCC GAAACOGCrC A 
(2) INFOPMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SBQUENZ CHARAKiraiSTIKA: 

(A) lANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOPM: Einzel 

(D) TOPOIjDGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(xi) SBQCm^ZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 

oGrrnTAcrr citggacog 

(2) INPOFMATION ZU SEQ ID NO; 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOPM: Einzel 

(D) TOPOLDGIE: linear 

(ii) ART DES lyjOLEKCfLS: cDNS 
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5 



(xi) SBQUE^ZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
OGUUUUACUU CUUGGACCG 

(2) INTOFrnTION m SEQ ID NO: 8: 

(i) SB2UENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 47 Basenpaare 

(B) ARI: Nukleinsaure 

(C) STE^GFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

10 (ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(xi) SEQUIIJZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
AATXCTAATA OQACICACTA TAGGGCCIGG CirTAATnT ACIGOm 



30 



(2) INTORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 



(i) SBQUENZ CHARAKTERICTIKA: 
(A) LANGE: 25 Basenpaare 
35 Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPODOGIE: linear 



40 



ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 



45 



50 



55 
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(xi) SB2UO^ZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 



25 



ACAGGAGCAG ATCATACACT ATTAG 



(2) INTOFMATION ZU SBQ ID NO: 10: 



(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPODDGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(xi) SB2UEN2BESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 10: 



2^ UGGAAGAAAU CUGUUGACUC AGAUUGGUUG C 



INFORMATION ZU SBQ ID NO: 11: 



(i) SBQUENZ OiARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) OT^GFOPM: Einzel 

(D) TOPOIDGIE: linear 

(ii) ART DES ^^LEKUI^: cDNS 

(xi) SBQUH^ZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 



10 



(i) SBQUENZ CHARAKTERISTIKA: 



31 



30 



45 



20 



AGACCACCAA ATGCCCCTAT 



50 



Patentanspruche 




Fangsonde, daaurcn geKtJiui^c«v.n..^i. — 
enzymatischen Abbau des gebildeten Hybrids geschutzt i 



55 
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- Nachwe!3 des immobiJisierten Hybrids 

dadurch gekennzeichnet, da[3 die Fangsonde gegen enzymatische Verlangerung oder/und enzymati- 
schen Abbau geschutzt ist. 

5 3. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren durch 

- Bitdung einer oder mehrerer detektierbar markierter Kopien der Nukleinsauren Oder Teilen davon; 

- Imnnobilisierung der Kopien durch Hybridisierung mit einer Fangsonde und 

- Nachweis des immobilisierten Hybrids, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die Fangsonde gegen enzymatische Verlangerung oder/und enzymati- 
jo schen Abbau geschutzt ist. 

4. Verfahren gennaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Fangsonde schon wahrend der Bildung 
der Kopien anwesend ist. 

75 5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB auch eine Nachweissonde schon wahrend 
der Biidung der Kopien anwesend ist. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet, 6aB die Kopien bei ihrer Bitdung 
detektierbar markiert werden. 

20 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB das 3'-Ende der Fangsonde gegen Verlange- 
rung geschutzt ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die nachweisbare Markierung uber ein 
25 nachweisbar markiertes Mononukleosidtriphosphat eingebaut wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. dafi die nachweisbare Markierung ein durch 
Aniegen eines elektrischen Feldes anregbarer Rest ist. 

30 10. Reagenzkit zur Amplifikation und Immobiiisierung von Nukleinsauren enthaltend 

- einen Behaiter A mit einem Enzym zur Verlangerung von Nukleinsauren 

- einen Behaiter B mit einer Fangsonde, 

dadurch gekennzeichnet, daR die Fangsonde gegen enzymatische Verlangerung oder/und enzymati- 
schen Abbau geschutzt ist. 

35 

11. Reagenzkit zum Nachweis von Nukleinsauren enthaltend ein Reagenzkit gemaB Anspruch 10 und 
ferner eine detektierbare Nachweissonde oder detektierbar markierte Mononukleosidtriphosphate. 



12. Modifizierte Nukteinsaure, die gegen enzymatische Verlangerung und enzymatischen Abbau geschutzt 
40 ist, dadurch gekennzeichnet. daB sie an den zur Wasserstoffbruckenbindung zu komplementaren 

Nukleinsauren fahigen Positionen der Nukleobasen nicht gegenuber den naturtichen Nukleobasen 
modifiziert ist. 

13. Mononukleosidtriphosphat der Forme! I 

45 

P-Z-B-E (I), 



in der 

P ein Triphosphatrest oder triphosphatanaloger Rest, 

50 Z ein Zucker oder zuckeranaloger Rest, 

B eine Nukleobase oder nukleobasenanaloger Rest und 

E ein eine Elektrochemiiumineszenzgruppe enthaltender Rest 

ist. 



55 14. Triphosphat nach Anspruch 13, gekennzeichnet durch die Strukturformel la 
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OH X 

wobei 

X Wasserstoff oder die Gruppe 0R\ 

ein Ci-Cg -Aikylrest, Ci -C^ -Alky tenrest Oder Wasserstoff 
B ein Purin-, Deazapurin- oder Pyrimidinrest ist 
A Eine Abstandsgruppe 

und 

K ein elektrochemiiumineszenter Koordinationskompiex ist 
sowie deren Alkali- oder Erdalkalisatze. 

15. Triphosphat nach einem der Anspruclne 13 und 14, dadurch gekennzeichnet. daB die Elektrochemiiumi- 
neszenzgruppe ein Koordinationskompiex eines Metallions und einem oder mehreren organischen 
Liganden eines Atomgewichts von mehr als 500 g/mol ist 

16. Triphosphat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafS das Moiekuiargewicht des Restes E 
zwischen 550 und 2000 g/mol iiegt. 
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Fig.1 
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( Nochweissonde *[*] ) 
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Hybridisierung 
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